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論 文 概 要 
 
目的：アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）は認知症の原因として最も
頻度の高い神経変性疾患である．AD の病理学的特徴としてアミロイド β 蛋白
（Aβ）から構成される老人斑とリン酸化タウからなる神経原線維変化がある．
近年，可溶性凝集体である Aβ オリゴマーが AD 病態の発症の引き金としての役
割を持つことが示唆されている．β-site APP cleaving enzyme 1（BACE1）は，Aβ
産生経路においてアミロイド前駆体タンパク（APP）の第一段階の切断に関わる
膜貫通型アスパラギン酸プロテアーゼである．AD 患者および AD モデルマウス
の脳において，BACE1 タンパクの発現が増強していることが報告されており，
AD 病態への BACE1 の関与が示唆されている．しかし，AD 病態における BACE1
タンパク発現増強のメカニズムは未だ明確ではない．本研究では，Aβ と BACE1
タンパク発現に関連があるという仮説のもと，Aβ（オリゴマーおよびフィブリ
ル）の BACE1 タンパク発現に対する影響と，そのメカニズムについて，初代培
養神経細胞のモデル系を用いて検討した． 
  
対象と方法：ラット初代培養大脳皮質神経細胞を培養 9 日目に 2.5 μM の Aβ オ
リゴマー（Aβ-O）またはフィブリル（Aβ-F）で 1-3 日間刺激し，BACE1，APP
などのタンパク発現をウェスタンブロットで解析した．BACE1 の mRNA レベ
ルは半定量的 RT-PCR で解析した．細胞生存は Cell Counting Kit-8 を用いて評価
した．神経細胞にBACE1の組み換えアデノウィルスを感染させた細胞を用いて，
外因性 BACE1 に対する Aβ の効果を検討した．さらに，免疫細胞化学染色を用
いて BACE1 及び APP の細胞内局在の変化を検討した． 
 
結果：Aβ-O で 2-3 日間刺激した神経細胞では，対照と比較して BACE1 タンパ
クレベルが有意に増加した．Aβ-F ではその変化は軽微であった．APP，ADAM10
は Aβ 処理により変化しなかった．Aβ-O は cleaved caspase 3 のレベルを時間依存
性に有意に増加させたが，細胞生存の低下は 10-15%と軽度であった．また，Aβ-O
はリン酸化 eIF2α レベルを時間依存性に増加させたが，GRP78 のレベルは変化
しなかった．次いで，Aβ-O による BACE1 タンパク発現増加のメカニズムを検
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討した．BACE1 mRNA レベルは Aβ-O, Aβ-F 処理で対照と比較して変化がなかっ
た．また，アデノウィルスを用いて過剰発現させた外因性 BACE1 のレベルは 3
日間の Aβ-O 刺激により対照と比較して有意に増加した．さらに，免疫細胞化学
染色の結果，BACE1 の免疫反応性は細胞体および神経突起部に検出され，その
強度は，Aβ-O 処理細胞では，対照と比べて，細胞体部では同程度であったが，
神経突起部（軸索，樹状突起）では有意に増強していた．一方，APP の免疫反
応性の強度は Aβ-O 刺激により変化しなかった．さらに，Aβ-O 処理細胞では，
APP の BACE1 切断により産生される β’-CTF のレベルが対照と比べて有意に増
加していた． 
 
考察：本研究では，初代培養神経細胞を比較的低濃度の Aβ-O で刺激する系を用
いることにより，著明な細胞死を引き起こすことなく，長時間の観察が可能で
あった．この実験系において，Aβ-O は BACE1 タンパクレベルを特異的に有意
に増加させた．そのメカニズムとして，BACE1 mRNA レベルに変化がなかった
こと，翻訳後レベルの制御を受けない外因性 BACE1 のレベルも Aβ-O により増
加したことから，転写，翻訳レベルではなく翻訳後レベルでの制御が強く示唆
された．さらに，Aβ-O 処理細胞では神経突起部の BACE1 が増加しており，
BACE1 細胞内局在の変化がみとめられた．この変化は BACE1 の細胞内輸送や
分解の異常による可能性がある．また，Aβ-O は caspase 3，eIF2α の活性化を誘
導したが，GRP78 の変化はなく，その細胞応答変化は典型的な小胞体ストレス
反応ではないことが示唆された．以上から，Aβ-O は細胞内局在変化を伴う翻訳
後の何らかのメカニズムを介してBACE1タンパクの発現を増強させることが強
く示唆された．この Aβ-O の BACE1 修飾作用により，アミロイド産生性 APP 切
断が増加し，さらなる Aβ 産生が促進される悪循環メカニズムが存在し，AD 病
態の促進に寄与している可能性がある．本研究で得られた知見は AD 病態の解
明および治療法の開発の観点から重要なものと考えられた． 
 
結論：培養神経細胞において，Aβ オリゴマーは細胞内局在変化を伴う翻訳後の
メカニズムを介して，BACE1 タンパクレベルを特異的に増加させることが示さ
れた．この作用により Aβ 産生の悪循環が引き起こされる可能性が示唆された． 
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1. 研究の背景 
1-1. アルツハイマー病の病態仮説 
アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）は，老年期認知症の原因疾患の
うち最も頻度の高い神経変性疾患である．AD の主要な神経病理学的変化として，
アミロイド β 蛋白（Aβ）で構成される老人斑と，リン酸化タウから構成される
神経原線維変化がある（Duyckaerts et al．，2009）．家族性 AD の原因遺伝子であ
るアミロイド前駆体蛋白（APP）やプレセニリンの変異は，いずれも Aβ 産生量
や Aβ 42/40 比を増加させることから，Aβ の蓄積が AD 病態の中核を担うという
仮説の一つの根拠となっている（Hardy and Selkoe，2002）．Aβ のうち，Aβ42 は
Aβ40と比べてより凝集しやすく，病原性が高いとされている．近年の研究から，
Aβ の中でも特に可溶性凝集体である Aβ オリゴマーが，タウ異常やシナプス機
能障害を引き起こす作用を持ち，AD 病態の発動因子となる可能性が示唆されて
いる（Tu et al．，2014；Viola et al．，2015）．Aβ オリゴマーには dimer，trimer な
どの low-n オリゴマー，Aβ*56，amyloid-beta-derived diffusible ligands (ADDLs)，
プロトフィブリルなどが含まれている（Larson et al．，2012）．Aβ オリゴマーの
毒性発現機序は明確にはなっていないが，細胞膜表面の NMDA 受容体やその他
の受容体に結合し様々なシグナル経路を活性化することで毒性を発揮するとい
う説の他，細胞膜に直接作用して細胞膜の透過性亢進やチャネル・孔の形成を
引き起こすという説，受容体などを介して細胞内に取り込まれ蓄積することに
よりミトコンドリア機能不全やプロテアソーム分解系の障害，小胞体ストレス
などを引き起こすという説が提唱されている（Kayed et al．，2012）．Aβ の毒性
発現に関わるものとして，NMDA 受容体の他に α7-nicotinic actylcholine receptors 
(α7mAChRs)， mGluR5，neurotrophin receptor p75NTR，cellular prion protein (PrPc)，
RAGE，Frizzled receptor，AMPA receptor など複数の受容体やタンパクが報告さ
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れており，これらの受容体やその関連タンパクと Aβ の結合が Aβ によるシナプ
ス障害に関与している可能性が示唆されている（Tu et al．，2014；Viola and Klein，
2015）．Aβ オリゴマーの毒性分子の実態や，その毒性発現機序は未だ完全には
解明されていないが，治療標的として重要なものとみなされている（Tu et al．，
2014；Viola and Klein，2015）． 
 
1-2. アルツハイマー病の病態における BACE1 の関与 
  Aβ は APP が β-site APP cleaving enzyme 1（BACE1）と γ セクレターゼ複合体
という 2 つのプロテアーゼにより切断されることにより産生する．APP はまず
BACE1 により切断され，分泌型 APP-β と β-C 末端断片（CTF）となる．β-CTF
は次に γ セクレターゼにより切断され，Aβ が産生される（図 1）．一方で ADAM10
を主体とした α セクレターゼは APP を Aβ 配列内で切断するため，Aβ は産生さ
れない（De Strooper et al．，2010）（図 1）． 
  BACE1 は I 型膜貫通型アスパラギン酸プロテアーゼであり，脳の神経細胞に
多く存在している．BACE1 による APP の主要切断部位は Aβ の N 末端（β 部位）
だが，Aβ 配列内の Tyr 10，Glu11 間（β’部位）にも切断活性をもつ（Vassar et al．，
1999）．BACE1 は Aβ 産生の律速段階に作用するプロテアーゼであり，AD の主
要な治療標的の一つと考えられている（Vassar et al．，2014）．BACE1 は Golgi
体で，糖鎖付加を受け成熟する．成熟型 BACE1 の分子量はおよそ 70-75 kDa，
未熟型は 60-70 kDa とされている（Tan et al．，2012）．BACE1 は細胞膜に移動し
た後，すみやかにエンドソーム内に取り込まれる．BACE1 の活性は酸性条件下
で最大となるため，BACE1 による APP の切断は主にエンドソーム内でおこると
される．BACE1 は細胞膜，エンドソーム，trans-Gogi network（TGN）を循環し，
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主にライソゾームで分解される（Tan et al．，2012；Vassar et al．，2014；Araki，
2016）（図 2）． 
 AD 患者の脳（Fukumoto et al．，2002；Hosinger et al．，2002；Yang et al．，2003；
Li et al．，2004；Harada et al．，2006；Borghi et al．，2007；Tesco et al．，2007；Zhao 
et al．，2007）や AD モデルマウスの脳 （Zhao et al．，2007；Devi et al．，2010；
Sadleir et al．，2012）において，BACE1 タンパクレベルおよび BACE1 活性の上
昇が報告されており，BACE1 の AD 病態への関与が示唆される．AD 病態にお
ける BACE1 タンパク発現増強のメカニズムを解明することは，AD の病態解明
および治療法開発の観点から，重要な課題である．しかし，AD 病態における
BACE1 増加のメカニズムは十分に明らかになっていない．また，Aβ 刺激が
BACE1 を増加させる可能性が示唆されているが（Sadleir et al．，2012），Aβ と
BACE1 の間に関連性があるかは未だ不明確である． 
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2. 研究の目的 
 
前述のように AD 病患者の脳および AD モデルマウスの脳において BACE1 タ
ンパクが増加していることが報告されており，AD 病態に関与している可能性が
示唆される．しかし，AD 病態における BACE1 タンパク発現増強のメカニズム
は未だ明らかではない．本研究では，Aβ が神経細胞に作用して BACE1 タンパ
クを増加させるのではないかという仮説のもとに，Aβ（オリゴマーおよびフィ
ブリル）の BACE1 タンパク発現に対する影響と，そのメカニズムについて解析
することを主な目的とした．実験にあたっては，より生理的状態に近い状態を
再現するため，ラット初代培養神経細胞を比較的低濃度の Aβ で長時間刺激する
系を確立して使用した． 
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3. 対象と方法 
 
3-1.  細胞培養 
ラット初代培養大脳皮質神経細胞を，既報の方法に従い（Brewer et al．，1993；
Motoki et al．，2012），胎生 17 日 Wister ラットから採取した．神経細胞を
poly-L-lysine（PLL）-coated plate に，680 cells/mm2で播種し，Macs Neuro Medium
（Miltenyi Biotec，Auburn，CA，USA）に 0.5 mM L-glutamine，NeuroBrew-21
（Miltenyi Biotec），10ml/L penicillin-streptomycin を添加した培養液で，5%二酸化
炭素/95%空気の環境下で培養した．培養液は 3-4 日おきに半量を新しい維持培
養液に交換した． 
 
3-2. 抗体 
本研究では以下の抗体を使用した．Aβ 抗体（82E1，IBL，Gunma，Japan；6E10， 
Covance，Emeryvile，CA，USA）．BACE1 抗体（AB5832，Merck Millipore，Darmstadt，
Germany；D10E5，Cell Signaling，Danvers，MA，USA）．APP 抗体 （R37，Kametani 
et al．，1993；22C11，Merck Millipore）．ADAM10 抗体（Sigma，St Louis，MO，
USA）．第 51位のセリン残基がリン酸化した eIF2αに対する抗体（Cell Signaling）． 
eIF2α 抗体（Assay Biotechnology，Sunnyvale，CA，USA）．第 175 位のアスパラ
ギン酸で切断された cleaved caspase 3 に対する抗体（Cell Signaling）．GRP78 抗
体（BD Biosciences，San Jose，California，USA）．β-actin 抗体（Sigma）．MAP2
抗体（Merck Millipore）．Rhodopsin tag 抗体（1D4）はブリティッシュコロンビア
大学（Hodges et al．，1988）より供与していただいた． 
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3-3. Aβ 作成および処理 
Aβ42 オリゴマーおよびフィブリルは既報に従い作成した（Stine et al．，2011； 
Quintanilla et al．，2005）．ヒト Aβ（1-42）ペプチド（Peptide Institute，Osaka，Japan）
を 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol（HFIP；Sigma）に溶解し，1 mM 溶解液とし
た．HFIP を一晩蒸発させ，真空乾燥器でさらに 1 時間乾燥させた．乾燥したペ
プチドは, －30℃で保存した．Aβ を使用する際は，まず乾燥 Aβ ペプチドを
DMSO に溶解し 5 mM とし，超音波バス内で 10 分間超音波処理した．オリゴマ
ー作成には，5 mM Aβ/DMSO を Phenol Red 不含 DMEM/F12 で希釈し，4℃で 1
日静置した．フィブリル作成には，5 mM Aβ/DMSO を 0.1 M Tris（pH 7.4）で希
釈し，室温で 2 日間振盪させた．神経細胞を Aβ で刺激する際は，それらの Aβ
オリゴマーまたはフィブリル溶液を維持培養液で 2.5 μM に希釈し，9 日間培養
した神経細胞（9DIV）の培養液全量を Aβ 溶液で置換した．コントロールに対
しては同濃度の DMSO を含む培養液で置換した． 
 
3-4. 組み換えアデノウィルス 
BACE1 を発現させた組み換えアデノウィルスは，既報の通りに Adenovirus 
Dual Expression Vector Kit（Takara Bio，Shiga，Japan）を用いて作成した（Motoki 
et al．，2012）．この組み換えアデノウィルスでは，C 末端に rhodopsin tag が付い
たヒト BACE1 cDNA が CAG プロモーター下に発現する．外因性 BACE1 に対
する Aβ オリゴマーの影響を調べるため，培養 8 日目の初代培養神経細胞に
BACE1 組み換えアデノウィルスを感染させ，感染翌日に神経細胞を Aβ オリゴ
マーで刺激し，1-3 日間培養した． 
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3-5. 細胞生存アッセイ 
12well プレートに培養した初代培養大脳皮質神経細胞を Aβ オリゴマー，フ
ィブリル，もしくは対照となる培養液で 2 日もしくは 3 日間培養した．培養液
の 10 分の 1 量の Cell Counting Kit-8（Dojindo，Kumamoto，Japan）液をそれぞれ
の well に加え，CO2インキュベータ―内で 2 時間反応させた後，マイクロプレ
ートリーダーを用いて 450 nm の吸光度を測定した．それぞれのサンプルの吸光
度から，培養液の吸光度をブランクとして差し引き評価した． 
 
3-6. ウェスタンブロット解析 
蛋白分解酵素阻害薬（aprotinin，leupeptin，pepstatin，PMSF）および脱リン酸
化酵素阻害薬（NaF，Na3VO4）を含む RIPA バッファー（10 mM Tris pH 8.0，150 
mM NaCl，1%NP-40，0.5% sodium deoxycholate，0.1% SDS，5 mM EDTA）で細
胞を溶解し，4℃で 1 時間撹拌後，100,000 x g で 30 分間遠心し，上清を細胞溶
解液として回収した．細胞溶解液のタンパク濃度は bicinchoninic acid assay（BCA）
assay kit（Pierce，Rockford，IL，USA）を用いて測定した．等量のタンパク量を
含むサンプルに同量の 2x Laemmli サンプルバッファーを加え，95℃で 3 分間イ
ンキュベートし，9%もしくは 12%の polyacrylamide gel で泳動分離し，
polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレンに転写した．メンブレンは 5%スキ
ムミルクと 0.05% Tween-20 を含む phosphate-buffer saline（PBS）でブロッキング
した後，1%ウシ血清アルブミンと 0.05% Tween-20 を含む PBS 中に溶解した一次
抗体と室温で 1 時間以上反応させた後，ペルオキシダーゼで標識された二次抗
体（抗ラビットまたはマウス IgG）と室温で 1 時間以上反応させた．一次抗体と
反応させる際には，抗体との反応性を高めるため，必要に応じて Can Get Signal 
Immunoreaction Enhancer Solution（Toyobo，Osaka，Japan）を用いた．タンパク
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発現を chemiluminescence 試薬（Perkin-Elmer，Boston，MA，USA）を用いて検
出し，検出したタンパク質のバンドを LAS-1000（Fuji Film，Tokyko，Japan）イ
メージアナライザーで定量した．タンパクのレベルは β アクチンで補正した． 
 
3-7. APP CTFs の解析 
APP CTFs を既報（Motoki et al．，2012）に従い，免疫沈降ウェスタンブロット
で解析した．等量のタンパクを含むサンプルを抗 APP 抗体（R37）とプロテイ
ン G アガロースとともに 4℃で一晩反応させ免疫沈降した．得られた沈降物を
RIPA バッファーで洗浄し，2x Tris/Tricine サンプルバッファーに溶解した．サン
プルを Tris/Tricine SDS-PAGE で分離し, PVDF メンブレンに転写後，抗 APP 抗体
（R37） で検出した． 
 
3-8. 半定量的 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction（RT-PCR） 
既報に記載のプロトコール（Oda et al．，2010）に従い半定量的 RT-PCR 法を
行った．Gene Elute Mammalian Total RNA Miniprep Kit（Sigma）を用いて細胞か
ら全 RNA を抽出した．Reverse Transcription には，Improm II Reverse Transcription 
system（Promega，Madison，WI，USA）を用い，1 μg の全 RNA に 25 μg/ml oligo 
（dT）15 プライマー 1 μL を加え，全量 20 μL として行った．半定量的 RT-PCR
には，1 μL の RT reaction mixture を 200 μM dNTPs, 0.5 μM primers, 1 μl Advantage 
2 Polymerase mix（Stratagene，La Jolla，CA，USA）に加え，50 μL として増幅し
た．プライマーの配列は，BACE1 に対するプライマーとして
5’-ATTCCCTATACACTGGCAGTC-3’と 5’-CCATGACATAGGCTAGGT-3’, ビメン
チンに対するプライマーとして，5’-GCAGGAGCTGAATGACCGCT-3’と
5’-CGGTGAGGTCAGGCTTGGAA-3’を使用した．PCR は，BACE1 に対しては，
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95℃1 分，60℃1 分，72℃1 分を 27 サイクル，Vimentin に対しては 95℃1 分 64℃
1 分 72℃1 分を 25 サイクルの条件で行った．PCR 産物は，0.9%アガロースゲル
で分離し，エチジウムブロマイドで染色し，イメージアナライザー（LAS-100，
Fuji Film）で定量した．Vimentin を内部コントロールとして使用した． 
 
3-9. 免疫細胞化学染色 
免疫細胞化学染色は，既報に従い行った（Tanokashira et al．，2015）．PLL コー
トしたカバーガラス上に培養した初代培養神経細胞を, 4%パラホルムアルデヒ
ドを含む PBS で固定した．固定した細胞は 3% Triton X-100 を含む PBS で透過処
理を行い，1% ウマ血清を含む PBS でブロッキングした後，抗 BACE1 抗体
（D10E5） もしくは抗 APP 抗体（22C11）で 1 時間反応させ，Alexa 488-conjugated 
anti-rabbit IgG（Molecular Probes，Eugene，OR，USA）と 1 時間反応させた．二
重染色の際は，引き続き，抗 MAP2 抗体，Alexa 568-conjugated anti-mouse IgG
（Molecular Probes）とそれぞれ 1 時間反応させた．染色した細胞は，レーザー
共焦点顕微鏡（LSM780；Carl zeiss，Jena，Germany）で観察した．神経突起お
よび神経細胞体の蛍光強度は，既報告に従い以下のように測定した（Sampo et al．，
2003）．神経突起の蛍光強度の定量には，神経細胞体を起始部として 1 ピクセル
幅の線形領域を神経突起に沿って 50 μm にわたりトレースした．神経細胞体部
は神経細胞体の外周をトレースし，平均蛍光強度を測定した．それぞれの条件
について，2 回の異なる実験について，~20 細胞を解析した．軸索と樹状突起を
区別するため，BACE1 と MAP2 の二重染色を行った（図 7）． 
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3-10. 統計解析 
すべての結果は平均±SEM で表示した．有意差検定は one-way analysis of 
variance（ANOVA）と，それに続く Bonferroni’s multiple comparison test もしくは
Student’s t-test を用いて行い，p<0.05 を有意とした． 
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4. 結 果 
 
4-1. Aβ オリゴマーは BACE1 タンパクレベルを増加させる 
Aβ42 オリゴマー（Aβ-O）およびフィブリル（Aβ-F）を，既報のプロトコール
に従い調整した．ウェスタンブロットの結果，調整した Aβ-O は三量体，四量体
から主に構成されており，単量体や，30-40 kDa のより重合のすすんだ多量体も
含まれていた．一方で Aβ-F は主として単量体とスタッキングゲルに入りきらな
い高分子量の凝集体で構成されていた（図 3A）．異なる 2種類のAβ抗体, 82E1 お
よび 6E10 で同様の結果が得られたが，82E1 では 6E10 と比較して高分子のオリ
ゴマーがより鮮明に検出された． 
 実験プロトコールを確立するにあたり，神経障害性が比較的低く，生理的状
態に近い Aβ 刺激条件を検討した．予備的実験において，2.5 μM の Aβ オリゴマ
ー刺激では比較的軽微な細胞障害性変化が得られたため，以降の実験には 2.5 
μM の Aβ 刺激を用いることとした． 
 Aβ の神経細胞生存に及ぼす影響を評価するため，Cell Counting Kit-8 を用いて
細胞生存アッセイを行った．その結果，Aβ-F 処理では細胞生存の変化はほとん
どみられなかったが，2-3 日間の Aβ-O 処理では対照と比較して軽度（10-15%）
の細胞生存の低下をみとめた（図 3B）．このことから，本実験条件下では，Aβ
は著明な細胞死を引き起こさないことが示された． 
 次に，Aβ の BACE1 タンパクレベルに対する影響を調べた．初代培養神経細
胞を 2.5 μM の Aβ-O, Aβ-F もしくは対照で 2 日もしくは 3 日間刺激し，ウェス
タンブロット解析を行った．内因性の BACE1 タンパクレベルは，2 日および 3
日間の Aβ-O 刺激により，それぞれ対照と比べ 20%, 31%の有意な増加を認めた 
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（図 3C，D）．Aβ-F刺激でもBACE1タンパクレベルのわずかな上昇を認めたが，
その効果は Aβ-O と比べ軽度であった．異なる 2 種類の BACE1 抗体でほぼ一致
した結果が得られた（図 4C）．一方 APP タンパクレベルは，Aβ-O，Aβ-F 刺激に
より，対照と比較して有意な変化を認めなかった（図 3C，D）．同様に Aβ-O お
よび Aβ-F 刺激により ADAM10 タンパクレベルも変化しなかった（図 3C，D）．
これらのことから，Aβ-O は，APP および ADAM10 タンパクレベルを変化させ
ることなく，BACE1 タンパクレベルを特異的かつ有意に増加させることが示さ
れた． 
 
4-2. Aβ オリゴマーはカスパーゼ 3, eIF2α を活性化させる 
Aβ-Oがカスパーゼの活性化を含む種々の細胞応答を引き起こすことが知られ
ている．そこで，Aβ-O 刺激によるアポトーシスやその他のストレス応答に関わ
るタンパクの変化を検討した．まず，アポトーシスの実行に関わる分子である
cleaved caspase 3（活性型カスパーゼ 3）を調べた．その結果，cleaved caspase 3
のレベルは 2, 3日間のAβ-O刺激を行った細胞で，対照と比べて 167%, 225%と，
時間依存性に有意に上昇していた（図 4A，B）．次にストレス応答経路の重要な
因子として，eIF2α の活性型であるリン酸化 eIF2α（p-eIF2α）を調べた．総 eIF2α
に対する p-eIF2α のレベル（p-eIF2α/t-eIF2α）は，2-3 日間の Aβ-O 刺激により，
それぞれ対照と比較して 129%, 162%に増加していた（図 4A，B）．一方 Aβ-F 刺
激では，cleaved caspase 3 および p-eIF2α/t-eIF2α のレベルは，対象と比較しほと
んど不変であった．p-eIF2α は小胞体ストレス（ER ストレス）でも上昇するこ
とから，ER ストレスマーカーである GRP78 についても検討した．ER ストレス
を引き起こすことが知られている thapsigargin を陽性コントロールとして用いた．
GRP78およびp-eIF2α/t-eIF2αレベルは thapsigargin処理により著明に増加したが，
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Aβ-O 刺激では GRP78 のレベルは不変だった（図 4C，D）．さらに，Aβ-O 刺激
と異なり，thapsigargin 処理では APP および BACE1 タンパクレベルは低下した
（図 4C，D）．これらのことから，我々の実験系において，Aβ-O による変化は
典型的な ER ストレス応答とは異なることが示唆された． 
 
4-3. Aβオリゴマーは翻訳後レベルの制御を介してBACE1レベルを上昇させる 
 Aβ-O による BACE1 タンパク増加の分子メカニズムを明らかにするために，
まず Aβ 処理による BACE1 mRNA レベルの変化を半定量的 RT-PCR を用いて測
定した．ビメンチンで補正した BACE1 mRNA レベルは 1-2 日間の Aβ-O もしく
は Aβ-F 処理で，対照と比較して変化しなかった（図 5A，B）．これらの結果か
ら，Aβ-O による BACE1 タンパクの増加は転写レベルでの変化によらないこと
が示唆された． 
 次に，Aβ-O による BACE1 タンパクの増加が翻訳レベルで制御されているか
どうかを明らかにするため，Aβ-O の外因性 BACE1 に対する影響を調べた．C
末端に rhodopsin tagを付加したヒト BACE1を過剰発現する組み換えアデノウィ
ルスを，初代培養神経細胞に感染させ，その 1 日後から細胞を Aβ-O で 1-3 日間
刺激した．ウェスタンブロット解析の結果，rhodopsin tag に対する抗体（1D4 抗
体）で検出した外因性 BACE1 の蛋白レベルは，3 日間の Aβ-O 刺激で対照と比
較し有意に（~25%）増加した（図 5C，D）．さらに，cleaved caspase 3 のレベル
は 2 日間, 3 日間の Aβ-O 刺激で増加しており，APP（~95%）および ADAM10
（~103%）のレベルは 3 日間の Aβ-O 刺激で変化しなかった．BACE1 は 5’UTR
領域を介して p-eIF2α による翻訳制御を受けるという報告があるが（O’connor et 
al．2008，Ill-Raga et al．2011，Mouton-Liger et al．2012），外因性 BACE1 は 5’ UTR
領域を持たず，CAG プロモーターにより制御されているため，p-eIF2α による翻
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訳レベルでの制御は受けないと考えられる．Aβ-O によりこの外因性 BACE1 の
レベルも増加したことから，Aβ-O による BACE1 の増加は翻訳レベルでの制御
によるものではないことが示唆された．以上の結果から，Aβ-O が翻訳後レベル
での制御を介して BACE1 タンパクを増加させることが強く示唆された． 
 
4-4. Aβ オリゴマーは BACE1 の細胞下局在を変化させる 
 さらに Aβ-O による BACE1 増加のメカニズムについて検討するため，免疫細
胞化学染色を用いて Aβ-O による BACE1 タンパクの細胞内局在の変化を調べた．
対照の神経細胞では，内因性 BACE1 の免疫反応性は神経細胞体および神経突起
にみとめられ，既報告と一致していた（Kandalepas et al．，2013；Tanokashira et al．，
2015）．興味深いことに，Aβ-O で 3 日間処理した細胞では，BACE1 の免疫反応
性が対照と比較して神経突起部位で増加していたが，神経細胞体部分では対照
と同程度であった（図 6A，C）．さらに，軸索と樹状突起を区別するため，BACE1
抗体と微小管結合蛋白である MAP2 抗体による二重染色を行った（図 7）．その
結果，Aβ-O 刺激では軸索と樹状突起の両方で BACE1 免疫反応性が増加してい
た（図 6E）．次に，この細胞下局在の変化が BACE1 特異的であるかどうかを検
討するため，APP の分布について調べた．その結果，APP は細胞体および神経
突起に広く分布しており，対照と Aβ-O 処理細胞で有意な変化はみられなかった
（図 6B，D）．さらに，BACE1 抗体および APP 抗体による二重染色では，BACE1
と APP は細胞体および神経突起で部分的に共局在しており，対照と比較して
Aβ-O 処理細胞では共局在の割合が増加する傾向がみられた（図 8）．これらの結
果から，Aβ-O は神経突起内の BACE1 タンパクレベルを増加させ，その細胞内
局在を特異的に変化させることが示唆された． 
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 BACE1 はライソゾームで主に分解されることが知られている（Vassar et al．， 
2014；Tan et al．，2012；Kandalepas et al．，2013）．ライソゾーム経路を介した
BACE1 の分解の変化を通じて，Aβ-O が神経突起部分での BACE1 増加を引き起
こす可能性があり，ライソゾーム機能異常が BACE1 の細胞下局在の変化を引き
起こすか検討した．初代培養神経細胞をライソゾーム阻害剤であるクロロキン
で 1 日間処理し，BACE1 のタンパクレベルおよび細胞内局在の変化を調べた．
ウェスタンブロットの結果，クロロキン処理細胞では BACE1 タンパクレベルが
対照と比較して著明に増加（~40%）していた（図 9A）．細胞化学染色では，ク
ロロキン処理細胞の BACE1 免疫反応性は，対照と比較して細胞体，神経突起部
ともに有意に増加していた（図 9B）．定量すると，BACE1 免疫反応性の増加は
神経突起部（~70%）で細胞体（~40%）よりも大きかった（図 9C）．これらの結
果から，ライソゾームでの代謝が阻害されると，BACE1 は神経突起部と細胞体
部の両方で増加することが示された． 
 最後に，Aβ-O 処理による APP 代謝の変化について検討した．初代培養神経細
胞をAβ-OとBACE1阻害薬である LY2886721（LY），もしくは LYのみで処理し，
APP C 末端断片（CTFs）を測定した．Aβ-O 刺激により，β’-CTF（BACE1 が APP
を Aβ 配列内の Tyr10 と Glu11 で切断することにより生じる）のレベルが，対照
と比較して有意に増加した．この Aβ-O による β’-CTF の増加は，LY を加えるこ
とにより抑制された．さらに，Aβ-O は β-CTF のレベルも増加させたが，β-CTF
のレベルは β’-CTF よりも少なかった．以上の結果は，Aβ-O がアミロイド産生
性の APP 代謝を促進している可能性を支持するものである．興味深いことに，
Aβ-O は α-CTF のレベルも増加させ，この変化は LY 処理により増強された（図
10）． 
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5. 考 察 
 
5-1. Aβ オリゴマーは BACE1 タンパクレベルを特異的に増加させる 
本研究では，神経細胞において Aβ が BACE1 タンパク発現に及ぼす影響と，
そのメカニズムについて検討した．そのための実験系として，初代培養神経細
胞を比較的低濃度の Aβ-O もしくは Aβ-F で比較的長い期間にわたって刺激する
系を樹立した．この実験系は，著明な神経細胞死を引き起こすことなく細胞応
答を観察できる利点があり，より生理的条件に近く，病態を反映している系と
して有用なものと考えられた．この系を用いて我々は，2-3 日間の Aβ-O 刺激は
BACE1 タンパクレベルの有意な増加を引き起こすが，Aβ-F では軽度の変化しか
みられないことを示した．一方，Aβ-O 刺激により APP および ADAM10 のレベ
ルは変化しないことから，Aβ-O が BACE1 を特異的に増加させることが示唆さ
れた．この結果は Aβ42 が BACE1 タンパクレベルを増加させるという，いくつ
かの報告と合致するものである（Guglielmotto et al．，2011；Sadleir et al．，2012；
Sadleir et al．，2014）．例えば，Sadleir，Vassar ら（Sadleir et al．，2012）は，マウ
ス初代培養神経細胞を 5-10 μM の Aβ-O で 1-2 日間刺激する系を用いており，
BACE1 のみならず APP タンパクレベルも増加したと報告している．Aβ-O 刺激
に対する APP の変化の相違は，実験に用いた神経細胞の種の相違（マウスとラ
ット）によるものかもしれない． 
 
5-2. Aβ オリゴマーの BACE1 転写，翻訳に対する影響 
 次に，我々は Aβ-O が BACE1 タンパク発現を増加させるメカニズムを検討し
た．BACE1 mRNA レベルは Aβ-O 刺激により変化せず，転写レベルでの制御は
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否定的だった．いくつかの研究では，初代培養神経細胞以外の培養細胞系でAβ-O
刺激により BACE1 の転写が亢進したと報告している（Tamagno et al．，2012； 
Guglielmotto et al．，2011；Piccini et al．，2012）．一方で，Sadleir，Vassar ら（Sadleir 
et al．，2012）は，Aβ が BACE1 mRNA レベルを変化させないことを示した．こ
れらの結果の相違は，細胞種や実験条件の相違によるものかもしれない．次に，
転写後の制御について検討した．興味深いことに，Aβ-O に対する細胞応答の解
析では，Aβ-O は時間依存性に eIF2α のリン酸化と caspase 3 の活性化を引き起こ
すことが示された．eIF2α の活性化は一般的には蛋白の翻訳を低下させるが，最
近の報告では，エネルギー欠乏や酸化ストレス，ウィルス感染などの特定の条
件下において活性型 eIF2α が BACE1 翻訳を促進させることが指摘されている
（O’connor et al．，2008；Ill-Raga et al．，2011；Mouton-Liger et al．，2012）．しか
し本研究では，Aβ-O は p-eIF2α による翻訳レベルでの制御をうけない外因性
BACE1 をも増加させたため，p-eIF2α を介した翻訳レベルでの制御は否定的であ
った．このことから，Aβ-O は翻訳レベルではなく，翻訳後のレベルで BACE1
タンパクの発現を制御していることが示唆された．これと一致して，Sadleir ら
（Sadleir et al．，2014）は，遺伝学的手法を用いた AD モデルマウスの実験で，
eIF2α のリン酸化が BACE1 増加に関与しないことを報告している．本実験系で
は，内因性の BACE1 は Aβ-O 処理後 2 日目，3 日目で増加がみられたが，外因
性 BACE1 は Aβ 刺激後 3 日目でのみ増加がみられた．これは，外因性 BACE1
の発現量が 3 日目まで徐々に増加し 2 日目ではまだ最大に達していないため，
Aβ-O による翻訳後制御の効果がマスクされ，BACE1 タンパクレベルの変化に
反映されないためと考えられた． 
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5-3. BACE1 細胞内局在の変化と細胞内輸送・代謝の関与 
  前述の結果より，本実験系において，Aβ-O が翻訳後のなんらかのメカニズム
を介して BACE1 タンパクレベルを増加させることが強く示唆された．Aβ-O に
よる BACE1 増強メカニズムについてさらなる洞察を得るため，免疫細胞化学染
色法を用いて BACE1 の細胞内局在を検討した．注目すべきことに，Aβ-O 刺激
では，神経細胞体部の BACE1 免疫反応性は不変だったが，神経突起部における
BACE1 の免疫反応性が亢進した．一方 APP の免疫反応性は不変であった．この
結果は，AD 患者および AD モデルマウスの脳で，アミロイド斑を囲む変性神経
突起に BACE1 が沈着しているという報告と合致する（Zhao et al．，2007；
Kandalepas et al．，2013）．さらに，BACE1 免疫反応性が神経突起で特異的に増
強しているという結果は，以下に考察するように，Aβ-O を介した BACE1 増加
と関係している可能性がある．まず，Aβ-O が何らかのメカニズムを介して
BACE1 の突起内での輸送を障害し，その結果 BACE1 のライソゾームへの輸送
が減少し，神経突起内に滞留することが想定される．実際に，ライソゾーム阻
害剤であるクロロキン処理を行った実験では，クロロキン処理と Aβ-O の効果は，
部分的に異なる点はあったものの，突起内の BACE1 免疫反応性を増加させると
いう点では一致しており，この仮説を支持するものであった．さらに，Aβ42 は
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 (UCH-L1) を減少させ，UCH-L1 の減少が
BACE1 のライソゾームでの分解を阻害するという報告もある（Guglielmotto et 
al．，2012）．予備的な実験から神経突起部での BACE1 の増加により，BACE1 が
APP と共局在する確率が高まる（Das et al．，2013）ことが示唆され（図 8），そ
れによりアミロイド産生性 APP 代謝，Aβ 産生が促進される可能性がある（図
11）．BACE1 の代謝，分解の制御に関わるタンパクのうち，GGA3 は最も幅広く
研究されている（Tesco et al．，2007；Tanokashira et al．，2015；Ye et al．，2014；
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Guglielmotto et al．，2012）．GGA3 は BACE1 のエンドソームからライソゾームへ
の選別輸送に関わっており，カスパーゼを介した GGA3 の減少が BACE1 を安定
化することが報告されている（Tesco et al．，2007；Walker et al．，2013）．一つの
仮説として，Aβ が GGA3 に影響を及ぼす可能性がある．しかし，予備的実験で
は Aβ-O は GGA3 タンパクレベルに影響を与えなかった（データ記載せず）．
BACE1 の突起内輸送のメカニズムは明確には分かっていないが，BACE1 の逆行
性輸送に関わるものとして Eps15 homology domain-containing （EHD）タンパク
や snapin などいくつかの蛋白が特定されている（Buggia-Prevot et al．，2013；Ye 
et al．，2014）．さらに，細胞膜，エンドソーム，TGN 間の BACE1 の選別輸送に
関わるタンパクとして，GGA1，sorting nexin 6，sortilin，flotillin，Vps35 などが
報告されている（He et al．，2005；Okada et al．，2010；Finan et al．，2011；John et 
al．，2014；Wen et al．，2011）．また，BACE1 の初期エンドソームからリサイク
リングエンドソームへの輸送に関わるものとして，Rab11 が報告されており
（Udayar et al．，2013；Buggia-Prevot et al．，2014），さらに Rab11A はエクソー
ム解析で晩発性 AD との関連が指摘されている（Udayar et al．，2013）．Aβ-O が
これらの BACE1 の選別輸送の制御機構を障害し，それにより BACE1 が蓄積す
る可能性も考えられる．Aβ-O による BACE1 増加のメカニズムを解明するため
には，神経の極性を考慮したさらなる研究が必要である． 
 
5-4. Aβ オリゴマーに対する細胞応答の関与 
本研究では，Aβ-F ではなく，Aβ-O 刺激により eIF2α 経路とアポトーシスカス
ケードの活性化が引き起こされた．Aβ-O 処理した神経細胞では時間依存性に活
性化型カスパーゼ 3 が増加しており，これは Aβ-O が神経細胞のカスパーゼ活性
化を誘導するという過去の多くの報告と一致している（Sadleir et al．，2012；
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Resende et al．，2008）．しかし本実験系では，活性化型カスパーゼ 3 が著明に上
昇していたにも関わらず，細胞生存への影響は限定的であった．Aβ-O によるカ
スパーゼの活性化が細胞死に結びつかなかった可能性があり，これは本実験系
で Aβ-O 濃度を低くしたことが影響しているかもしれない．実際 AD 脳のカスパ
ーゼ 3 の活性化が必ずしも細胞死と関連しないことが，今までの報告で示され
ている（Rohn et al．，2010；Snigdha et al．，2012）． 
さらに，Aβ-O 刺激はリン酸化 eIF2α のレベルを増加させた．これは，AD 患
者およびADモデルマウスの脳でリン酸化 eIF2αが増加しているという報告と矛
盾しない（Chang et al．，2002；Ma et al．，2013）．eIF2α は 4 つのキナーゼ（PERK，
PKR，GCN2，HRI）を介してさまざまなストレス応答に関与している（図 12）．
その中で，PERKはERストレスで活性化することが知られており（Donnelly et al．，
2013），AD 病態への関与が示唆される（Salminen et al．，2009；Chadwick et al．，
2012；Endres et al．，2013）．また，AD モデルマウスで，PERK 経路が eIF2α の
活性化に重要な役割をもつことが示唆されている（Ma et al．，2013；Devi et al．，
2014）．しかし，本研究では，ER ストレスマーカーである GRP78 は Aβ-O 処理
で上昇しなかった．さらに ER ストレスを引き起こすことが知られている
Thapsigarginで処理した細胞では，GRP78とp-eIF2αがいずれも増加していたが，
Aβ-O 処理とは異なり，BACE1 および APP タンパクレベルは減少していた．こ
のことから，本実験系では，Aβ-O 処理に対する細胞応答に典型的な ER ストレ
ス反応は関与していないものと考えられた． 
 
5-5. 本研究の意義 
本研究では，神経細胞において，Aβ-O が細胞内局在の変化を伴う翻訳後のな
んらかのメカニズムを介してBACE1タンパクレベルを増加させることを示した．
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さらに，この結果は Aβ-O がアミロイド産生性 APP 代謝を変化させることも示
唆している．Aβ-O 自体が AD 患者および AD モデルマウスの脳において BACE1
を増加させる可能性があり，可溶性 Aβ オリゴマーが BACE1 タンパクの発現増
強を介してアミロイド産生性 APP 代謝を促進させ，さらなる Aβ 産生を促すと
いう悪循環の存在が示唆される．つまり，Aβ オリゴマーは，神経細胞障害性や
シナプス毒性だけではなく，この BACE1 異常を介した Aβ 産生の悪循環・増幅
を通じて，さらに AD 病態の進展に寄与している可能性がある（図 13）．故に，
この悪循環を断つことは AD の病態進行を抑制するための効果的治療戦略とな
るかもしれない．Aβ オリゴマーや BACE1 は，その目的に合致した有望な治療
標的である．Aβ オリゴマーによる BACE1 増強作用に関わるメカニズムの実態
は未だ完全には解明されていない．今回用いた神経細胞モデルは AD 病態に関
連したこれらの問題を解決するために有用なツールと考えられる． 
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6. 結 論 
 
Aβ-O および Aβ-F の BACE1 タンパク発現に対する影響と，そのメカニズムに
ついて，神経細胞モデルシステムを用いて検討した．その結果，Aβ-O は翻訳後
の何らかのメカニズムを介して，BACE1 タンパクレベルを有意かつ特異的に増
加させた．免疫細胞化学染色法では，Aβ-O は神経突起部分の BACE1 を増加さ
せ，BACE1 の細胞内局在を変化させた．これは Aβ-O による BACE1 の上昇に関
連する変化と考えられた．さらに Aβ-O は eIF2α やカスパーゼ 3 の活性化をきた
したが，GRP78 の上昇は伴わず，本実験系においては典型的な ER ストレスの
関与は否定的であった．以上より，可溶性 Aβ オリゴマーが翻訳後のメカニズム
による BACE1 の修飾を介して Aβ 産生を促進する悪循環が存在し，AD の病態
メカニズムに寄与している可能性が示された． 
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図 1. Aβ の産生過程 
 APP はまず BACE1 により切断され，分泌型である sAPP-β と，β-C 末端断片（CTF）
となる．β-CTF は次に γ セクレターゼにより切断され，Aβ が産生される（アミロイド
産生経路）．一方で ADAM10 を主体とした α セクレターゼは APP を Aβ 配列内で切断す
るため，Aβ は産生されない（アミロイド非産生経路）． 
  
36 
 
 
 
図 2. BACE1 の細胞内挙動 
小胞体で合成された BACE1 は，ゴルジ体で成熟し，細胞膜に輸送される．その後，
エンドサイトーシスによりエンドソームへと移行する． BACE1 による APP の切断は
主にエンドソーム内でおこる．BACE1 は細胞膜，エンドソーム，trans-Gogi network（TGN）
を循環し，主にライソゾームで分解される． 
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図 3. Aβ オリゴマーの BACE1 タンパク発現に対する影響 
A. 調整した Aβ42 オリゴマ （ーO）もしくはフィブリル（F）（2.3 もしくは 4.5 μg）を，
Tris/Tricine ゲルで分離し，Aβ 抗体（82E1 もしくは 6E10）を用いてウェスタンブロ
ット解析を行った．Aβ-O は主に三量体，四量体から構成されており，30-40 kDa の
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より高分子の重合体も含んでいた．Aβ-F は主に単量体と，スタッキングゲルに入り
きらない凝集体で構成されていた．  
B. 12 well plate で培養した神経細胞を 2.5 μM の Aβ で刺激し，方法に記載の通りに，
CCK-8 kit を用いた細胞生存アッセイを行った．対照に対する相対値をグラフで示し
た．Aβ-O 刺激を行った細胞では，対照と比較し軽度（10-15%）の細胞生存の低下
を認めた．Aβ-F 刺激では有意な変化を認めなかった．結果は 4 回の実験の平均値
±SEM で表した． 
C. 初代培養神経細胞を 6 well plate で 9 日間培養し，2.5 μM Aβ オリゴマー（O），フィ
ブリル（F）もしくは対照（C）で 2 日または 3 日間処理し，BACE1，APP，ADAM-10，
β-actin の細胞内タンパクレベルをウェスタンブロットで解析した．  
D. 定量した BACE1，APP，ADAM10 のレベルを β-actin で補正し，対照に対する相対
値をグラフで示した．BACE1 タンパクレベルは，2 日または 3 日間の Aβ-O 刺激に
より，それぞれ対照と比べ 20%, 31%の有意な増加を認めた．Aβ-F では，対照と比
較し BACE1 タンパクレベルがわずかに増加したが，有意な変化ではなかった．APP，
ADAM10 のレベルは，Aβ-O，Aβ-F 刺激により，対照と比較して有意な変化を認め
なかった．結果は 3~4 回の実験の平均値±SEM で表した. *p<0.05, **p<0.01（対照と
の比較）． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用） 
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図 4. Aβ オリゴマーは caspase 3 と eIF2α を活性化させた． 
A. 初代培養神経細胞を 2.5 μM Aβ-O（O）, Aβ-F（F）, もしくは対照（C） で 2 日また
は 3 日間処理し，p-eIF2α, eIF2α（total），cleaved caspase 3, β-actin の細胞内タンパク
レベルをウェスタンブロットで解析した． 
B. バンドを定量し，p-eIF2α/total-eIF2α 比，β-actin で補正した cleaved caspase 3 につい
て，対照と比較した相対値をグラフで示した．cleaved caspase 3 のレベルは 2，3 日
間の Aβ-O 刺激で，対照と比べて 167%，225%と，時間依存性に有意に上昇した．
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p-eIF2α/total-eIF2α のレベルも，2，3 日間の Aβ-O 刺激により，それぞれ対照と比較
して 129%，162%に増加していた．結果は 3 回の実験の平均値±SEM で表した．
*p<0.05, **p<0.01（対照との比較）． 
C. 初代培養神経細胞を 2.5 μM の Aβ-O（O）で 3 日間，もしくは 1 μM の thapsigargin
（Thap）で 1 日間処理し，細胞内タンパクレベルをウェスタンブロットで解析した．
thapsigargin 処理では GRP78 および p-eIF2α/total-eIF2α レベルは著明に増加したが，
Aβ-O 刺激では GRP78 のレベルは不変であった．thapsigargin 処理では，APP および
BACE1 タンパクレベルは低下した． 
D. GRP78 のバンドを定量し，対照に対する相対値をグラフで示した．結果は異なる 3
回の実験の平均値±SEM で表した. **p<0.01（対照との比較）． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用） 
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図 5. Aβ オリゴマーは転写・翻訳レベルではなく，翻訳後レベルのメカニズムを介して
BACE1 タンパクレベルを増強させる． 
A. 初代培養神経細胞を 2.5 μl の Aβ-O（O），Aβ-F（F）または対照（C）で 1-2 日間処
理し，回収した全 RNA をもとに，BACE1，Vimentin mRNA について半定量的 RT-PCR
を行った． 
B. バンドを定量し，BACE1/Vimentin 比の，対照に対する相対値をグラフで示した．
BACE1 mRNA 量は 1，2 日間の Aβ-O，Aβ-F 刺激で変化しなかった．結果は異なる
3 回の実験の平均値±SEM で表した． 
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C. 培養 8 日目の初代培養神経細胞に，rhodopsin tag を付加した BACE1 を発現する組み
換えアデノウィルスを感染させた．その 1 日後に細胞を Aβ-O で処理し，1-3 日後に
細胞溶解液を回収し細胞内タンパクレベルをウェスタンブロットで解析した．外因
性 BACE1 は rhodopsin tag 抗体 1D4 で検出した．  
D. 外因性 BACE1 のタンパクレベルをグラフに示した．外因性 BACE1 のレベルは 3 日
間の Aβ-O 刺激細胞で，対照と比較し有意に増加した．結果は異なる 3 回の実験の
平均値±SEM で表した．*p<0.05（対照との比較）． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用） 
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図 6. BACE1 および APP の免疫細胞化学染色． 
A，B．カバーガラス上に培養した初代培養神経細胞を 2.5 μM の Aβ-O で 3 日間処理し，
BACE1 抗体（A）もしくは APP 抗体（B）を用いた免疫細胞化学染色を行った．対
照と Aβ-O処理細胞の免疫染色は同一条件で行い，同じ露光時間で画像を取得した．
スケールバー=20 μm.  
C，D．神経細胞体部および神経突起部の BACE1（C）および APP（D）の蛍光強度を
方法欄に記載した方法に従いそれぞれ定量し，対照に対する相対値をグラフに示し
た．（n=18~20，***p<0.001）．Aβ-O 刺激を行った細胞の BACE1 免疫反応性の強度
は，神経細胞体部では対照と同等だったが，神経突起部では対照と比較して増加し
ていた．APP の免疫反応強度は Aβ-O 刺激により変化しなかった． 
E. BACE1 と MAP2 染色を行い，軸索および樹状突起の BACE1 免疫反応性の強度をそ
れぞれ定量し，対照に対する相対値をグラフに示した（n=24，*p<0.05，**p<0.01）．
Aβ-O 刺激を行った細胞では，対照に比べて軸索，樹状突起両方で BACE1 免疫反応
性の強度が有意に増加していた． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用） 
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図 7. 軸索および樹状突起における免疫反応性の強度の定量法 
初代培養神経細胞を抗 BACE1（緑）および抗 MAP2（赤）抗体で二重染色した後，LSM780
共焦点レーザー顕微鏡で観察した．方法欄に記載の通り, MAP2 陽性の樹状突起（赤線），
および MAP2 陰性の軸索（青線）に沿って，BACE1 免疫反応性の強度を定量した．ス
ケールバー=10μm． 
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図 8.  BACE1 と APP の二重染色． 
初代培養神経細胞を 2.5 μM の Aβ-O もしくは対照で 3 日間処理し，BACE1 抗体および
APP 抗体で二重染色した．BACE1 と APP は細胞体および神経突起で部分的に共局在し
ており，Aβ-O で刺激した神経細胞では，対照に比べて共局在の割合が増加する傾向が
みられた． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用）  
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図 9. クロロキンの BACE1 タンパクレベルおよび細胞内局在に対する影響. 
A. 初代培養神経細胞を 25 μM クロロキン（CQ）で 1 日間処理し，ウェスタンブロッ
トで BACE1 タンパクレベルを解析した．BACE1 のバンドを定量し，対照に対する
相対値をグラフにした．CQ 処理を行った細胞では，対照に比べて BACE1 タンパク
レベルが有意に増加した．結果は異なる 2 回の実験から得られた 3 つの異なるサン
プルの平均値±SEM で表した．*p<0.05（対照との比較）． 
B. 初代培養神経細胞を 25 μM の CQ で 1 日処理し，抗 BACE1 抗体による免疫細胞化
学染色を行った．スケールバー=20 μm． 
C，D． B における，神経細胞体および神経突起部の BACE1 免疫反応性の強度を，前
述の方法に従い定量し，対照に対する相対値をグラフに示した（n=24， ***p<0.001）．
CQ 処理を行った細胞では，対照に比べて神経体部と神経突起部の両方で BACE1
免疫反応性の強度が増加した． 
  （図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用）  
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図 10. APP CTFs の解析． 
初代培養神経細胞を培養液（C），1 μM の LY2886721（LY）（Selleck Chemicals， Houston，
TX，USA），2.5 μM の Aβ-O（O），または Aβ-O＋LY で 3 日間処理した．APP CTFs を
方法に記載の通りに解析した．β’-CTF, α-CTF のバンドをそれぞれ定量し，対照に対す
る相対値をグラフに示した．Aβ-O で刺激した細胞では，対照に比べて β’-CTF および
α-CTF のレベルがともに有意に増加した．結果は異なる 3 回の実験の平均値±SEM で表
した．**p<0.01（対照との比較）． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用）  
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図 11. Aβ オリゴマーによる BACE1 タンパク発現増強機序の仮説． 
Aβ-O 刺激を行った培養神経細胞では，神経突起内の BACE1 が対照と比べて増加して
いた．一方で神経細胞体部の BACE1 レベルは変化がなかった．Aβ-O は BACE1 の神経
突起内の輸送を障害し，BACE1 のライソゾームへの移動を減少させることにより，突
起内のBACE1レベルを増加させ，最終的にAβ産生を促進させる可能性が考えられる． 
（図は参考論文 Mamada et al. 2015 より引用）  
50 
図 12. eIF2α の活性化経路． 
eIF2α の活性化は多様なシグナルによって引き起こされる．種々のシグナルが 4 つのキ
ナーゼ（PERK，PKR，GCN2，HRI）の活性化を介して eIF2α をリン酸化する．eIF2α
がリン酸化されると活性型である eIF2-GTP が減少し，タンパクの翻訳が抑制される．
同時に，ATF4 などの統合的ストレス応答（ISR）因子の翻訳が促進される．ATF4 は酸
化還元ホメオスタシス，アミノ酸代謝，アポトーシスなどに関連する遺伝子の発現を促
進する． 
（Donnelly et al. 2013 より改変） 
51 
図 13. Aβ オリゴマーによる AD 病態増悪メカニズムの仮説． 
Aβ オリゴマーは，翻訳後のメカニズムを介して BACE1 タンパクの発現を増加させ，さ
らなる Aβ 産生を促す Aβ 産生の悪循環作用を持ち，それが AD 病態の増悪に関与して
いる可能性がある．
